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La presente invention concerne des compositions pharmaceutiques a. base de 
composes polyaromatiques utiles notamment comme medicaments antitumoraux. 

En 1999, les traitements cytotoxiques (chimiotherapie) utilises pour reduire la 
taille des tumeurs cancereuses, contenir le developpement du processus tumoral 
voire, dans trop peu de cas encore, supprimer les amas de cellules cancereuses 
et le risque de metastases, combinent des substances chimiques d'introduction 
recente avec d'autres qui sont utilisees depuis quelques dizaines d'annees. Par 
exemple, au 5-fluorouracil (5-FU), reconnu depuis pres de 40 ans comme Tun 
des traitements les plus actifs du cancer colo-rectal, peut etre substitue I'un ou 
Tautre des inhibiteurs specifiques de la topoisomerase I (irinotecan ou topotecan) 
lorsque la tumeur n'est plus sensible au 5-FU. Plus generalement, I'arsenal 
therapeutique disponible pour traiter les tumeurs colo-rectales va egalement 
s'enrichir avec la mise a disposition de Poxaliplatine, des nouveaux "donneurs" in 
situ de 5-FU ou des inhibiteurs selectifs de la thymidylate synthetase. Cette co- 
existence ne se limite pas au traitement des cancers colo-rectaux puisque, 
egalement, la chimiotherapie des cancers du sein, de I'ovaire, du poumon fait 
maintenant largement appel a la famille des derives des taxanes (paclitaxel, 
docetaxel). Le besoin de traitements plus efficaces et mieux toleres, ameliorant 
ainsi la survie et la qualite de vie des malades est imperieux puisque, en prenant 
toujours I'exemple des tumeurs colo-rectales, il a ete estime (S.L. Parker, T. 
Tong, S. Bolden et a/., CA Cancer J. Clin., 1997) que, rien qu'aux Etats-Unis plus 
de 131 000 nouveaux cas ont ete diagnostiques en 1997, dont 54 000 etaient 
responsables du deces des patients. C'est la connaissance de cette situation qui 
a incite les inventeurs a s'interesser a une famille de composes polyaromatiques 
encore peu etudies, identifies chez des Ascidies de mers chaudes, pour 
developper une chimie medicinale originate destinee £ selectionner des 
composes synthetiques issus d f un travail de conception/modulation chimique et 
doues d'une activite cytotoxique significative au plan therapeutique. 

Les mers et les oceans qui couvrent plus de 70 % de la surface du globe, 
hebergent des plantes marines et des eponges dont Tetude pharmacognosique 
systematique progressive montre que ces especes vivantes peuvent contenir des 
alcaloides complexes presentant des proprietes pharmacologiques interessantes. 
Par exemple, les eponges Cryptotheca crypta et Halichondria okadai font Tobjet 
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d'etudes approfondies depuis la decouverte de la presence, dans leurs cellules, 
de cytarabine ou d'halichondrine B. II en est de meme pour la famille des 
tuniciers, depuis I'isolement de I'aplidine du tunicier Aplidium albicans qui vit dans 
les Ties Baleares (Espagne). Des alcaloTdes a structure tetrahydroisoquinolone 
5 ont ete isoles de Pascidie Ecteinascidia turbinata. Parmi ceux-ci, I'ecteinascidin- 
743 fait I'objet de travaux pre-cliniques approfondis (E. Igbicka et at., NCI-EORTC 
symposium, 1998; Abst. 130 p.34), ainsi que d'essais cliniques destines a definir 
son potentiel therapeutique comme medicament anticancereux (A. Bowman et 
a/., NCI-EORTC symposium, 1998; Abst. 452 p.1 18 ; M.Villanova-Calero et aL, 
10 NCI-EORTC symposium, 1998; Abst. 453 p.118 ; MJ.X. Hillebrand et al., NCI- 
EORTC symposium, 1998; Abst. 455 p. 119; E. Citkovic et a!., NCI-EORTC 
symposium, 1998; Abst. 456 p. 11 9). De nouveaux derives d'acridines 
pentacycliques font egalement I'objet de travaux de pharmaco-chimie (D.J. 
Hagan et a/., J. Chem. Soc, Perkin Transf., 1997; 1: 2739-2746). 

15 Autre alcaloTde naturel d'origine marine, l'ascididemine a 6te extraite du 
tunicier Didemnum sp. (J. Kobayashi et a/. ( Tetrahedron Lett. 1988 ; 29 : 1177- 
80) et de I'ascidie Cystodytes dellechiajei (I. Bonnard et al, Anti-cancer Drug 
design 1995 ; 10 : 333—46). L'ascididemine poss^de des propri6t6s 
antiproliferatives mises en evidence sur le modele de leucemie murine (lignees 

20 P388 ou L1210) et decrites par F. Schmitz et al. (J. Org. Chem. 1991 ; 56 : 804- 
8), B. Lindsay et al. (Bioorg. Med. Chem. Lett. 1995 ; 5 : 739-42) et J. Kobayashi 
et al. (Tetrahedron Lett. 1988 ; 29 : 1177-80) et sur le module de leucemie 
humaine decrites par I. Bonnard et al. (Anti-cancer Drug design 1995 ; 10 : 333- 
46). Plusieurs voies de synthese de l'ascididemine ont 6te rapportees par 

25 differents auteurs : F. Bracher et al. (Heterocycles 1989 ; 29 : 2093-95), C.J. 
Moody et al. (Tetrahedron Lett. 1992 ; 48 : 3589-602) et G. Gellerman et al. 
(Synthesis 1994 ; 239-41). 

On peut 6galement citer la 2-bromoleptoclinidone (selon la denomination de 
S.J. Bloor et al. 1987), isolee de I'ascidie Leptoclinides sp. par S.J. Bloor et al. (J. 

30 Ann. Chem. Soc. 1987 ; 109 : 6134-6) et synthetis6e par F. Bracher et al. 
(H<§t(§rocycles 1989 ; 29 : 2093-95) puis par M.E. Jung et al. (H6terocycles 1994 ; 
39 ; 2 : 767-778). La 2-bromoleptoclinidone presente une cytoxicite sur le module 
cellulaire de leucemie avec une DE 50 de 0,4 pg/mL Les proprietes cytotoxiques 



ont ete confirmees, par F. Bracher (Pharmazie 1997 ; 52 : 57-60) aussi bien in 
vitro - sur soixante lignees cellulaires turnorales en culture - que in vivo sur les 
modeles de x§nogreffes de lignees cellulaires turnorales humaines (tumeurs du 
colon SW-620 et HTC116, tumeur renale A498 et melanome LOX IM VI) 

5 implantees chez des souris. 

D'autres composes derives de Tascididemine tels que la 11 -hydroxy 
ascidid6mine, la 11-methoxy ascididSmine, les 11-phenyle et 11-nitrophenyle 
ascidid^mines, les 1-nitro et 3-nitro ascididemines et la neocalliactine ont eie 
decrits au plan chimique (selon la numerotation de SJ. Bloor et at. 1987) par 

10 differentes equipes telles que celles de F.J. Schmitz (J. Org. Chem. 1991 ; 56 : 
804-8) et de Y. Kitahara et ai (Heterocycles 1993 ; 36 : 943-46 ; Tetrahedron 
Lett. 1997 ; 53, 17029-38), G. Gellerman ef at. (Tetrahedron Lett. 1993 ; 34 : 
1827-30), S. Nakahara ef al (Heterocycles 1993; 36 : 1139-44), I. Spector et al. 
(US Patent Number : 5,432,172, Jul. 11, 1995). Recemment, les synthases de la 

15 5-ac§toxymethylascididemine et de la 5-formyiascididemine ont ete decrites par 
B.S. Lindsay et al (Tetrahedron 2000 ; 56 : 497-505). La 5- 
acetoxymethylascididemine pr^sente une activity 6quivalente & celle de 
I'ascididemine dans les tests in vitro d'inhibition de la croissance cellulaire 
tumorale. 

20 

La presente invention a pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant une quantity efficace d'un compose choisi parmi les composes de 
formule generate suivante : 




Formule I 



25 



4 



dans laquelle : 

- X est choisi parmi I'oxygene, le groupe =NH, le groupe -N-OH, 

5 - Ri est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes, le groupe nitro et les groupes 
-NR8R9 dans lesquels R8 et Rg sont choisis independamment Tun de I'autre 
parmi I'hydrogene et les groupes alkyle (C1-C4), 

- R2 est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes, 

- R3 est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes, les groupes alkyle (C1-C4), 
10 les groupes alcoxy (C1-C6), un groupe guanidino, les groupes -NR10R11 dans 

lesquels R10 et R11 sont choisis, independamment I'un de I'autre, parmi 
I'hydrogene, les groupes alkyle (C1-C4), phSnylalkyle (C1-C4), et les groupes 
-(CH2)n-Y avec Y choisi parmi les halogenes et les groupes CN, -CH(0-Et)2, 
alcoxy(Ci-C 6 ), -0-(CH 2 )2-N(CH 3 )2, -N(CH 3 )2 et n = 1 a 3, 
15 - R4 est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes, le groupes nitro, et les 
groupes -NR-|2 R 13 dans lesquels R^ 2 et R 13 sont choisis independamment I'un 
de I'autre parmi I'hydrogene et les groupes alkyle (C-I-C4), 

- R5, R 6 et R7 sont choisis parmi : 

I'hydrogene, un atome d'halogene, 
20 les groupes alkyle en C1-C6, hydroxyle, alcoxy en C1-C6, -CHO, - 

COOH, -CN, -CO2R14, -CONHR14, -CONR14R15, les groupes -NHCOR14 et- 
NR14R15, dans lesquels R14 et R15 sont choisis independamment I'un de I'autre 
parmi I'hydrogene, les groupes alkyle (C-|-C6) et -CH2-CH2-N(CH3)2, 

les groupes -phenyl-CO-CH 3 ou -phenyl-CO-CH=CH-N(CH3)2> 
25 morpholino, nitro, SO3H, 
les groupes : 

-CH2-N-COOR 16 . -CH2- N-COOR 16 , 
I I 
CH2-COOR 17 Cht-Ar 



5 

R16 et R 17 etant choisis parmi les groupes alkyle en C1-C6 et Ar etant un 
groupe aryle en C6-C14, 

a I'exclusion des composes dans lesquels existe la combinaison: 
X = O f 

5 et, ou bien : R-|, R2, R3. R4. R 5. R 6> R 7 = H » 

ou bien : R-| , R3, R4, R5, Rq, R7 = H et R2 = Br, 

et les sels d'addition de ces composes avec des acides pharmaceutiquement 
acceptables. 

10 La presente invention a plus particulierement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant une quantite efficace d'un compose choisi parmi les 
composes de formule I dans laquelle : 

- X represente I'oxygene, 

- R1 est choisi parmi I'hydrogene et le groupe amino, 
15 - R2 est choisi parmi I'hydrogene et les halogenes, 

- R3 est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes, les groupes alkyle (C1-C4), 
les groupes alcoxy (C1-C6), un groupe guanidino, les groupes -NR10R1I dans 
lesquels R10 et R11 sont choisis, independamment Tun de I'autre, parmi 
I'hydrogene, les groupes methyle, phenylalkyle (C1-C4) et les groupes 

20 -(CH2)n-Y a vec Y choisi parmi les halogenes et les groupes CN, -CH(0-Et)2, 
alcoxy(Ci-C 6 ), -0-(CH 2 )2-N(CH 3 )2, -N(CH 3 )2 et n = 1 a 3, 

- R4 est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes et les groupes nitro et amino, 

- R5, R6 , R7 repr^sentent un hydrogene, 

a Texclusion des composes dans lesquels R<|, R2, R3, R4, R5. R6« R 7 = H » ou 
25 R1 , R 3 , R4, R5, R6. R7 = H et R2 = Br, 

et les sels d'addition de ces composes avec des acides pharmaceutiquement 
acceptables. 

Les "sels d'addition avec des acides pharmaceutiquement acceptables" 
30 designent les sels qui donnent les proprietes biologiques des bases libres, sans 



avoir d'effet indesirable. Ces sels peuvent etre notamment ceux formes avec des 
acides mineraux, tels que I'acide chlorhydrlque, I'acide bromhydrique, I'acide 
sulfurique, I'acide nitrique, I'acide phosphorique; des sels metalliques acides, tels 
que Torthophosphate disodique et le sulfate monopotassique, et des acides 
5 organiques. 

La presente invention a egalement pour objet les composes de formule I telle que 
definie prtcedemment a I'exclusion des composes dans lesquels X = O, et, ou 
bien Ri, R2, R 3> R4. R 5. R 6> R 7 = H > ou bien R L R 3. R4. R 5* R6. R 7 = H et R2 
10 = Br, ou bien R1 , R2, ^4, R 5» R 6» R 7 = H et R 3 = OCH3,ou bien R-| , R2, R 3. ^ 
R 6* R7 = H et R5 = OH ou OCH3, ou bien R^ = NO2 et R2, R3. R4. R 5* R 6» R 7 = 
H. 

De maniere generale, les composes de formule I sont obtenus selon le 
schema reactionnel general dtcrit par F. Bracher et al (Heterocycles 1989 ; 29 : 

15 2093-95) pour I'ascididemine. Selon ce schema, les composes sont prepares par 
amination oxydative d'une 5,8-quinone substitute avec une ortho- 
aminoacetophenone substitute, suivi de la cyclisation de la diaryl amine obtenue 
(composts de formule II) en quinone tetracyclique intermediate (composts de 
formule III). L'enamine formee par reaction du compose de formule III avec le 

20 diethyl acetal du dimethylformamide conduit au derivt final (formule I) par 
cyclisation : 



7 




L'ascididemine a et6 pr£paree selon le procede decrit par F. Bracher et al. 
5 (Heterocycles 1989 ; 29 : 2093-95) et est reference, dans le present document, 
sous le num£ro CRL 8274. 

Certains composes peuvent egalement etre pr6par6s directement a parti r de 
Pascidid6mine ou a partir d'un compose de formule I utilise comme intermediate 
de synthese. 

10 C'est ainsi en particulier que les composes de formule I dans lesquels R3 = 
-NR10R11 avec R 10 et/ou Rn differents de I'hydrogdne, peuvent etre obtenus d 
partir d'un compose de formule I dans laquelle R 3 = -NH 2 . 
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EXEMPLE 1 

5-bis(2-chi roethyl)amino-9H-quino[4,3,2d ][1,10]phenan-throlin-9-one 
(CRL 8422) 

1 - Synthese de la 5-bromo-9H-quino [4,3,2-de] [1,10] phenantrolin-9-one 
5 (CRL 8248) 

A une solution d'ascididemine (0,5 g, 1 ,77 mmol) dans 20 ml d'aclde acetique, 
on ajoute goutte a goutte une solution de brome (0,2 ml, 3,88 mmol) dans 5 ml 
d'acide acetique. Le milieu r6actionnel est porte a reflux (refrigerant bouche) 24 
heures. Apres refroidissement, on neutralise par une solution saturee de 
10 NaHC03 et on extrait 4 fois au dichloromethane CH2CI2. Les phases organiques 
sont sech^es sur sulfate de magnesium MgS04 puis evaporees. Le brut obtenu 
est purifie par flash-chromatographie sur colonne de silice (CH2Cl2/MeOH 96 : 4) 
pour donner 0,548 g de derive brome attendu sous forme d'un solide jaune. 

• Rendement = 86 %. 

15 • Point de fusion = 208 °C. 

• RMN 1H (CDCI3) : 7,68 (dd, 1H, J = 4,4 et 8 Hz), 8,09 (dd, 1H, J = 8,8 Hz, J 
= 2 Hz), 8,48 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 8,49 (d, 1H, J = 6Hz), 8,79 (dd, 1H, J = 2 et 8 
Hz), 8,82 (d, 1H, J = 2 Hz), 9,18 (dd, 1H, J = 2 Hz, J = 4,4 Hz), 9,30 (d, 1H, J = 6 
Hz). 

20 • RMN 13c (CDCI3) : 116,76 ; 117,04 ; 118,26 ; 124,76 ; 125,81 ; 125,93 ; 
129,05 ; 134,52 ; 135,43 ; 136,72 ; 137,01 ; 144,41 ; 146,24 ; 149,93 ; 150,12 ; 
152,27; 155,67; 181,69. 

• SM (m/z) : 363 (99); 362 (83); 361 (100); 360 (27); 255 (9); 254 (51). 

25 2 - Synthese de la 5-amino-9H-quino[4,3,2-de][1,10]phenanthrolin-9-one 
(CRL 8347) 

A une solution de 5-brorno-9H-quino [4,3,2-cfe] [1,10] ph6nantrolin-9-one (2,3 
g, 6,33 mmol) dans 460 ml de dim§thylformamide DMF, on ajoute Tazidure de 
sodium (2,34 g, 36,1 mmol). Le milieu reactionnel est porte a reflux pendant 4 
30 heures. Apr£s refroidissement, on evapore a sec et on reprend le solide obtenu a 
I'eau. On extrait 4 fois au dichloromethane CH2CI2. Apres s6chage sur sulfate de 
magnesium MgS04 et Evaporation du solvant, le brut est purifie par flash 



chromatographie sur colonne de silice (HCCl3/MeOH 90 : 10) pour dormer 115 
mg de produit attendu sous forme d'une poudre noire. 

• Rendement = 6 %. 

• point de fusion > 260 °C. 

• RMN 1H (CDCI3) : 7,43 (dd, 1H f J = 8,8 et 2.4 Hz), 7,74 (dd, 1H, J = 4,8 et 8 
Hz), 7,81 (d, 1H, J = 2,4 Hz), 8,48 (d, 1H, J = 6Hz), 8,50 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 8,90 
(dd, 1H, J = 2 et 8 Hz), 9,25 (dd, 1H, J = 2 et 4,8 Hz), 9,29 (d, 1H, J = 6 Hz). 

• RMN 13 C (DMSO) : 102,26 ; 117,13 ; 118,54 ; 121,62 ; 123,20 ; 125,34 ; 
126,11 ; 129,18 ; 133,80 ; 134,83 ; 135,47 ; 138,42 ; 147,65 ; 148,29 ; 151,63 ; 
152,39; 154,32 ; 180,35. 

• SM (m/z) : 298 (32); 297 (100); 269 (4); 268 (0,5). 

3 - Synthese de la 5-bis(2-chloroethyl)amino-9H-quino[4,3 J 2de][1,10]- 
phenanthrolin-9-one (CRL 8422) 

A une solution de 5-amino-9H-quino[4,3,2-c/e][1,10]phenanthrolin-9-one (1 g, 
3,95 mmol) et de chloroacetaldehyde (50 % aqueux, 2,6 ml ; 16,8 mmol) dans 
I'acide antique (30 ml), sont ajoutees, par petites portions et d 0°C, 10 mmol de 
cyanoborohydrure de sodium NaBH3CN (0,63 g). Le milieu r6actionnel est 
maintenu sous agitation a 0 °C pendant 5 minutes, puis a temperature ambiante 
pendant 30 minutes. Ensuite, le milieu est alcalinise par une solution satur§e de 
carbonate acide de sodium NaHC03, puis extrait par un melange CHCl3/MeOH 
95 : 5. Les phases organiques sont sechees sur sulfate de magnesium MgS04 et 
concentres & I'evaporateur rotatif. Le brut obtenu est purifie par filtration sur 
silice (CHCI3 puis CHCl3/MeOH 99 : 1) pour donner successivement deux 

composes : CRL 8422 et CRL 8423 (d§crit dans I'exemple 2). 

La 5-bis(2-chloro6thyl)amino-9H-quino[4,3,2de][1,10]phenanthrolin-9-one 

(CRL 8422) a ete obtenue sous forme de poudre rose (0,14 g) : 

• Rendement = 10%. 

• Point de fusion = 220 °C. 

• IR (KBr) .1666 ; 1650 cm-1. 



• RMN 1H (CDCI3) : 3,83 (t, 4H, J = 7,0 Hz) ; 4,04 (t, 4H, J = 7,0 Hz) ; 7,47 
(dd, 1H, J = 9,5 et 2,9 Hz) ; 7,66 (dd, 1H, J = 8,0 et 4,4 Hz) ; 7,70 (d, 1H f J = 2,9 
Hz) ; 8,42 (d, 1H, J = 5,6 Hz) ; 8,50 (d, 1H, J = 9,5 Hz) ; 8,81 (dd, 1H, J = 8,0 et 
1,8 Hz) ; 9,16 (dd, 1H, J = 4,4 et 1,8 Hz) ; 9,23 (d, 1H, J = 5,6 Hz). 

5 • RMN 13 C (CDCI3) : 40,16 ; 53,60 ; 101,70 ; 116,60 ; 118,37 ; 118,68 ; 
125,39 ; 125,91 ; 129,25 ; 135,13 ; 136,12 ; 136,38 ; 139,42 ; 141,93 ; 148,24 ; 
148,73 ; 149,34 ; 152,22 ; 155,08 ; 181,43. 

EXEMPLE 2 

10 5-(2-chloroethyl)amino»9H-quino[4,3,2de][1 ,1 0]phenanthrolin-9-one (CRL 
8423) 

A partir du filtrat de I'exemple 1, 0,22 g de compose CRL 8423 sont obtenus 
sous forme de poudre violette. Les caracteristiques du compost CRL 8423 sont 
les suivantes : 
15 • Rendement =18%. 

• point de fusion = 196°C. 

• IR (KBr) 3413 ; 3275 ; 1654 ; 1617cm-1. 

• RMN 1 H (CDCI3) : 3,81 (t, 2H, J = 5,5 Hz) ; 3,88 (t, 2H, J = 5,5 Hz) ; 5,01 
(slarge, 1H) ; 7,34 (dd, 1H, J = 8,8 et 2,5 Hz) ; 7,60 (d, 1H, J = 2,5 Hz) ; 7,65 (dd, 

20 1H, J = 7,5 et 4,4 Hz) ; 8,41 (d, 1H, J = 5,8 Hz) ; 8,43 (d, 1H, J = 8,8 Hz) ; 8,82 
(dd, 1 H, J = 7,5 et 1 ,5 Hz) ; 9,1 5 (dd, 1 H, J = 4,4 et 1 ,5 Hz) ; 9,21 (dd, 1 H, J = 5,8 
Hz). 

• RMN 13 C (CDCI3) : 42,83 ; 45,01 ; 100,76 ; 116,81 ; 118,78 ; 120,85 ; 
125,38 ; 126,35 ; 129,35 ; 135,04 ; 136,04 ; 136,43 ; 140,22 ; 141,56 ; 

25 148,49(2C); 149,41 ; 152,30 ; 155,07 ; 181,57. 

Les resultats des essais pharmacologiques, presents ci-apres, mettent en 
Evidence les proprtetes cytotoxiques des composes de formule I, ainsi que les 
doses maximales tolerees. Ces donnees permettent d'appr^cier Pinteret 
30 therapeutique des composes revendiqu^s. 
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1- Determination de la dose maximale toleree (DMT) 

devaluation de la dose maximale toleree a ete realisee chez des souris 
B6D2F1/Jico agees de 4 a 6 semaines. Les composes ont ete adminlstres par 
voie intraperitoneal a des doses croissantes s'echelonnant de 2,5 a 160 mg/kg. 

5 La valeur de la DMT (exprimee en mg/kg) est determinee a partir de I'observation 
du taux de survie des animaux sur une periode de 14 jours apres une 
administration unique du produit considere. L* evolution ponderale des animaux 
est egalement suivie pendant cette periode. Lorsque la valeur de la DMT est 
superieure a 160 mg/kg, ia valeur de la DMT est assimilee a 160 mg/kg par 

io defaut. 

Les resultats de I'estimation de la dose maximale toleree (DMT) sont rassembles 
dans le tableau I suivant : 

TABLEAU I 



Composes CRL 


DMT (mg/kg) 


CRL 8274 (Ascididernine) 


20 


CRL 8269(2-bromoleptoclinidone) 


40 


CRL 8422 (Exemplel) 


>160 


CRL 8423 (Exemple2) 


>160 
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Ces deux composes originaux incorpores a la famille de I'ascididemine ne 
presentent pas de toxicite directe (DMT > 160 mg/kg), a la difference de 
I'ascididemine naturelle et de la 2-bromoleptoclinidone naturelle. lis peuvent done 
etre utilises in vivo & des posologies fortes permettant ainsi d'obtenir des 
20 concentrations tissulaires plus elevees, que celles obtenues lors de 
I'administration de I'ascididemine naturelle. L'activite therapeutique antitumorale 
est done de plus grande puissance. 




2- Activite cytotoxiqu sur des lignees cellulaires tumorales en culture 

[.'influence des composes de formule I sur les cellules neoplasiques a ete 
evaluee a I'aide du test colorimetrique MTT. Le principe du test MTT est base sur 
la reduction mitochondriale par les cellules vivantes rnetaboliquement actives du 
produit MTT (3-(4 f 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 f 5 diphenyltetrazolium bromide) de 
couleur jaune en un produit de couleur bleue, le formazan. La quantite de 
formazan ainsi obtenue est directement proportionnelle a la quantite de cellules 
vivantes presentes dans le (ou les) puit(s) de culture. Cette quantite de formazan 
est mesuree par spectrophotometrie. 

Les lignees cellulaires sont maintenues en culture monocouche a 37°C dans 
des boites de culture a bouchon ferme contenant du milieu de base MEM 25 MM 
HEPES (Minimum Essential Medium). Ce milieu, adapte a la croissance d'une 
gamme variee de cellules diploYdes ou primaires de mammiferes, est ensuite 
additionne : 

- d'une quantite de 5% de SVF (Serum de Veau Foetal) decomptemente a 
56°C pendant 1 heure, 

- de 0,6 mg/ml de L-glutamine, 

- de 200 IU/ml de penicilline, 

- de 200 mg/ml de streptomycine, 

- de 0,1 mg/ml de gentamicine. 

Les 12 lignees cellulaires cancereuses humaines utilisees ont ete obtenues 
aupres de I'American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Ces 
12 lignees cellulaires sont : 

- U-373MG (code ATCC : HTB-17) et U-87MG (code ATCC : HTB-14) qui 
sont deux glioblastomes, 

- SW1088 (code ATCC : HTB-12) qui est un astrocytome, 

- A549 (code ATCC : CCL-185) et A-427 (code ATCC : HTB-53) qui sont 
deux cancers du poumon non-a-petites-cellules, 
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- HCT-15 (code ATCC : CCL-225) et LoVo (code ATCC : CCL-229) qui sont 
deux cancers colorectaux, 

- T-47D (code ATCC : HTB-133) et MCF7 (code ATCC : HTB-22) qui sont 
deux cancers du sein, 

- J82 (code ATCC : HTB-1) et T24 (code ATCC : HTB-4) qui sont deux 
cancers de la vessie, 

- PC-3 (code ATCC : CRL-1435) qui est un cancer de la prostate. 

Au plan experimental : 100 p! d'une suspension cellulaire contenant 20 000 a 
50 000 (seion le type cellulaire utilise) cellules/ml de milieu de culture sont 
ensemences en plaques multi-puits de 96 puits a fond plat et sont mis a incuber a 
37°C, sous atmosphere comprenant 5% de CO2 et 70% d'humidite. Au bout de 
24 heures d'incubation, le milieu de culture est remplace par 100 \s\ de milieu frais 
contenant soit les differents composes a tester a des concentrations variant de 

10" 5 a 10' 10 M soit le solvant ayant servi & la mise en solution des produits a 
tester (condition controle). AprSs 72 heures d'incubation dans les conditions 
precedentes, le milieu de culture est remplac6 par 100 \}\ d'une solution jaunatre 
de MTT dissous a raison de 1 mg/ml dans du RPMI 1640. Les microplaques sont 
remises a incuber pendant 3 heures a 37°C puis centrifugees pendant 10 minutes 
a 400 g. La solution jaunatre de MTT est eliminee et les cristaux de formazan bleu 
formes au niveau cellulaire sont dissous dans 100 pi de DMSO. Les microplaques 
sont ensuite mises sous agitation pendant 5 minutes. L'intensite de la coloration 
bleue resultant done de la transformation du produit MTT jaune en formazan bleu 
par les cellules encore vivantes au terme de Texperience est quantifiee par 
spectrophotometrie d i'aide d'un appareil de type DYNATECH IMMUNOASSAY 
SYSTEM aux longueurs d'onde de 570 nm et 630 nm correspondant 
respectivement aux longueurs d'ondes d'absorbance maximale du formazan et au 
bruit de fond. Un logiciel integre au spectrophotometre calcule les valeurs 
moyennes de densite optique ainsi que les valeurs de deviation standard (Dev. 
Std.) et d'erreur standard sur la moyenne (ESM). 

L*activite inhibitrice de la croissance cellulaire des composes de formule I sur 
les differentes lignees cellulaires tumorales a ete comparee a celle du produit 
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naturel, I'ascididemine. A egalement ete mesuree, I'activite inhibitrice de la 2- 
bromoleptoclinidone naturelle. Les composes presentent une activity inhibitrice 
significative de la proliferation cellulaire des 12 lignees tumorales humaines : U- 
87MG, U-373MG, SW 1088, T24, J82, HCT-15, LoVo, MCF7, T-47D, A549, A- 
427 et PC-3 avec une concentration inhibitrice 50 % (CI 50) qui est comprise 

entre 10' 6 M et 10" 9 M, selon lignees tumorales testes. A titre d'exemple, les 
valeurs des concentrations encadrant les CI50 obtenues sur les differentes 
lignees cellulaires sont donnees dans le tableau II : 

TABLEAU II 



LIGNEES 
CELLULAIRES 


COMPOSES (Concentration M) 


CRL8274 
Ascididemine 


CRL8269 
2-bromoleptoclinidone 


CRL8422 


CRL8423 


U-87MG 




[10^,10 7 ] 


IIO^IO* 8 ] 




U-373MG 


[i<rVo~ 7 ] 


[lO^lO 7 ] 


[lO^lO- 8 ] 


[10*1 


SW1088 


lio^io- 7 ! 


[io-*,io- 7 i 


[lO^lO- 8 ] 


HO 9 ] 


T24 | 


(lO^lO" 8 ] 


[lO^lO- 8 ] 


Iio- 7 ,io-*] 




J82 


Iio^io- 7 ] 


IIO^IO" 7 ] 


[io- 7 ,ioT 




HCT-15 


flO^lO'] 


[io- 7 ,i(r 8 ] 


[lo^ao- 8 ] 


[10^,10* 9 ] 


LoVo 


I10"*,10" 7 1 


[10-*,10' 7 ] 


|10"*,10" 7 J 


[lO^lO" 8 ] 


MCF7 


[io- 7 ,io 8 ] 


fio^io- 8 ] 


[lO^lO 7 ] 


[io- 8 ] 


T-47D 


[io-*,io _7 i 


[10- 7 ,10"*] 


[lO^lO* 7 ] 


[loSio- 6 ] 


A549 


|io-*,io- 7 ] 


[lO^lO -7 ] 


[10 7 ,10' 8 ] 


(IO" 8 ] 


A-427 


Iio- 7 ,io-*] 


[io- 7 ,™- 8 ] 


[10* 7 ,10^] 


[10 s ] 


PC-3 


[lO^lO 9 ] 


[io- 7 ,io-*j 


[io^,io- 7 i 


[io- 7 ,io-*] 



Sont reports, dans le tableau III, les r§sultats des CI50 (en nM) moyennes 
(calcutees a partir de I'activite cytotoxique sur les 12 lignees tumorales etudtees) 
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et les ratios DMT/CI50 (ces ratios sont calojles en faisant le rapport des DMT et 
des CI50 exprimees en nombres sans dimension). 



TABLEAU Mi 



Composes CRL 


CI 50 (nM) 


DMT/CI50 


DMT/CI50* 


CRL 8274 (Ascididemine) 


100 


0,20 


1 


CRL 8269 

(2-bromoleptoclinidone) 


120 


0,33 


~2 


CRL 8422 (Exemplel) 


100 


1,6 


8 


CRL 8423 (Exemple 2) 


7 


22,9 


114 



* : le ratio DMT/IC50 des diffe§rents composes a ete estim£ en prenant comme 
reference un ratio egal a 1 pour I'ascididemine. 

Les composes decrits presentent, sur les modeles de lign£es cellulaires 
tumorales, des CI 50 (nM) superieures ou equivalentes a celle de I'ascididemine. 
Les doses maximales tolerees des composes decrits, consid^rees par d£faut 
§quivalentes a 160 mg/kg, sont nettement superieures a celle de rascidid£mine 
(20 mg/kg). Ces resultats suggerent que cette nouvelle famiile de composes ne 
presentent pas de toxicity directe. En consequence, les ratios toterance/activite 
cytotoxique des composes exemplifies dans la presente invention, sont 
nettement superieurs a celui de I'ascididemine naturelle. Ces composes peuvent 
done etre utilises comme medicament anti-tumoraux, pour leurs proprtetes 
cytotoxiques a des concentrations tissulaires plus elevees que celles induites par 
I'ascididemine naturelle. lis sont done caracteris£s par une meilleure maniabilite 
th£rapeutique. 

Grace a leurs proprietes cytotoxiques, les composes de formules I tels que decrits 
ou sous forme de sels ou solvates pharmaceutiques acceptables, peuvent etre 
utilises comme principes actifs de medicaments. 




Les composes de formules I sont g6n£ralement administres en unites de 
dosage etablies soit par m 2 de surface corporelle, soit par kg de poids. Les dites 
unites de dosage sont de preference formulees dans des compositions 
pharmaceutiques dans lesquelles !e principe actif est melange avec un (ou 
plusieurs) excipient(s) pharmaceutique(s). 

Les composes de formule I peuvent etre utilises selon la pathologie 
cancereuse du sujet a traiter a des doses comprises entre 0,05 et 350 mg/m de 
surface corporelle, de preference a des doses de 0,5 a 50 mg/m 2 /jour pour un 
traitement curatif dans sa phase aigue en fonction du nombre de cycles de 
traitement de chaque cure. Pour un traitement d'entretien, on utilisera 
avantageusement les composes de formule I a des doses de 0,05 a 
25 mg/m 2 /jour, de preference a des doses de 0,1 a 1,5 mg/m /jour selon le 
nombre de cycles de traitement de la cure, lis pourront etre associes aux 
medicaments anti-tumoraux utilises dans les protocoles valid£s de 
polychimiotrferapie intensive. 

Dans les compositions pharmaceutiques de la presente invention pour 
(•administration par voie intraveineuse et/ou orale, les principes actifs peuvent 
etre administres sous formes unitaires d'administration, en melange avec des 
supports pharmaceutiques classiques adaptes a la therapeutique humaine. Les 
formes unitaires d'administration approprtees comprennent les formes 
d'administration intraveineuse et les formes pour voie orale telles que les 
comprirrfes, eventuellement s^cables, ou les g6lules, les implants etc... 

Pour une administration parenteral (perfusion intraveineuse a debit constant), 
on utilise des suspensions aqueuses steriles, des solutions salines isotoniques 
steriles ou des solutions steriles et injectables qui contiennent des agents de 
dispersion et/ou des agents solubilisants pharmacologiquement compatibles, par 
exemple le propyl&neglycol, le polyethyteneglycol, ou une p cyclodextrine. 

Ainsi, pour preparer une solution aqueuse injectable par voie intraveineuse et 
destin£e a une perfusion realis^e sur 1 a 24 h, on peut utiliser un cosolvant : un 
alcool tel que l'6thanol, un glycol tel que le poly6thyfeneglycol ou le 
propyldneglycol et un tensioactif hydrophile tel que le Tween 80. 




Lorsque Ton prepare une composition solide sous forme de cornprim6s, on 
peut ajouter au principe actif, micronise ou non, un agent mouillant tel que le 
laurylsulfate de sodium et on melange le tout avec un vehicule pharmaceutique 
tel que la silice, la gelatine, I'amidon, le lactose, le stearate de magnesium, le 
5 talc, la gomme arabique ou analogues. On peut enrober les comprimes de 
saccharose, de divers polymeres ou d'autres matieres appropriees ou encore les 
traiter de telle sorte qu'ils aient une activite prolongee ou retardee et qu'ils 
liberent d'une fagon continue une quantite predeterminee de principe actif. 

On obtient une preparation en gelules en melangeant le principe actif avec un 
10 diluant tel qu'un glycol ou un ester de glycerol et en incorporant le melange 
obtenu dans des gelules molles ou dures. 

Le principe actif peut etre formule egalement sous forme de microcapsules ou 
microspheres, dventuellement avec un ou plusieurs supports ou additifs. 

Le principe actif peut etre egalement presents sous forme de complexe avec 
15 une cyclodextrine, par exemple a- f p- ou y-cyclodextrine, 2-hydroxypropyl-p- 
cyclodextrine ou methyl-p-cyclodextrine. 

Les composes de formules I seront utilises dans le traitement de la plupart des 
tumeurs solides du fait de leurs activites cytotoxiques puissantes, en particulier 
20 pour traiter les tumeurs cer£brales f les cancers du poumon, les tumeurs de 
Povaire et du sein, les cancers de I'endometre, les cancers colo-rectaux, les 
cancers de la prostate et les tumeurs testiculars (liste non limitative). 
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REVENDICATIONS 

1 - Composition pharmaceutique comprenant une quantity efficace d'un 
compose choisi parmi les composes de formule I pour traiter, grace & leurs 
proprtetes cytotoxiques, les tumeurs cancereuses et leurs metastases : 



r 5 


X 




R 











Formule I 



dans laquelle : 

- X est choisi parmi ToxygSne, le groupe =NH, le groupe -N-OH, 

10 - R1 est choisi parmi Thydrogene, les halogenes, le groupe nitro et les groupes 
-NR8R9 dans lesquels Rs et Rg sont choisis ind6pendamment Tun de Tautre 
parmi Thydrogene et les groupes alkyle (C1-C4) ; 

- R2 est choisi parmi Thydrogene, les halogenes, 

- R3 est choisi parmi Thydrogene, les halogenes, les groupes alkyle (C1-C4), 
15 les groupes alcoxy (C1-C6), un groupe guanidino, les groupes -NR10RII dans 

lesquels R10 et R11 sont choisis, indSpendamment I'un de Tautre, parmi 
Thydrogene, les groupes alkyle (C1-C4), ph§nylalkyle (C1-C4) et les groupes 
-(CH2)n-Y avec Y choisi parmi les halogenes et les groupes CN, -CH(0-Et)2, 
alcoxy(Ci-C6). -0-(CH2)2-N(CH3)2, -N(CH3)2 et n = 1 a 3, 
20 - R4 est choisi parmi Thydrogene, les halogenes, le groupe nUro, et les 
groupes -NR12R13 dans lesquels R12 et R13 sont choisis ind6pendamment Tun 
de Tautre parmi Thydrogene et les groupes alkyle (C1-C4) ; 




- R5. R6 et R 7 sont choisis parmi : 

Thydrogene, un atome d'halogene, 

les groupes alkyle en C1-C6, hydroxyle, alcoxy en C1-C6, -CHO, - 
COOH, -CN, -CO2R14, -CONHR14, -CONR14R15, les groupes -NHCOR14 et - 
NR14R15, dans lesquels R14 et R15 sont choisi independamment Tun de I'autre 
parmi Thydrogene, les groupes alkyle (C1-C6) et -CH2-CH2-N(CH3)2, 

les groupes -phenyl-CO-CH3 ou -phenyl-CO-CH=CH~N(CH3)2, 
morpholino, nitro, SO3H, 

les groupes : 

-CH2-N-COOR 16 , -CH2- N -COOR 16 , 
CH2-COOR 17 Ofe-Ar 

R16 et R17 etant choisis parmi les groupes alkyle en C1-C6 et Ar 6tant un 
groupe aryle en C6-C14, 

a I'exclusion des composes dans lesquels existe la combinaison X = O, et, ou 
bien R<j, R2, R3, R4, R5, R6, R 7 = H » ou bien R L R 3« R4. R 5« R 6« R 7 - H et R2 
= Br, 

et les sels d'addition de ces composes avec des acides pharmaceutiquement 
acceptables. 

2 - Composition pharmaceutique selon ia revendication 1 comprenant une 
quantity efficace d'un compose choisi parmi les composes de formule I dans 
laquelle : 

- X represente I'oxygene, 

- R1 est choisi parmi Thydrogene et le groupe amino, 

- R2 est choisi parmi Thydrogene et les halog^nes, 

- R3 est choisi parmi Thydrogene, les halogenes, les groupes alkyle (C1-C4), 
les groupes alcoxy (C1-C6), un groupe guanidino, les groupes -NR10RII dans 
lesquels R10 et R11 sont choisis, independamment Tun de Tautre, parmi 
Thydrogene, les groupes m§thyle, phenylalkyle (C1-C4) et les groupes 
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-(CH2)n-Y avec Y choisi parmi les halogenes et les groupes CN, -CH(0-Et)2, 
a!coxy(Ci-C6), -0-(CH2)2-N(CH3)2, -N(CH3)2 et n = 1 a 3, 

- R4 est choisi parmi I'hydrogene, les halogenes et les groupes nitro et amino, 

- R5, R 6 , R7 represented un hydrog^ne, 

a Texclusion des composes dans lequels R<|, R2. R3> R 4» R 5. R 6» R7 = H . ou 

R1 , R3» R4. R5. R6- R 7 = H et R 2 = Br, 

et les sels d'addition de ces composes avec des acides pharmaceutiquement 
acceptables. 

3 - Composition selon la revendication 2 dans laquelle les composes sont 
choisis parmi : 

la 5-bis(2-chloroethyl)amino-9H-quino[4 f 3,2de][1 ,1 0]ph<§nanthrolin-9-one, et 
la 5-(2-chloroethyl)amino-9H-quino[4,3,2de][1,10]phenanthrolin-9-one, 

et leurs sels d'addition avec des acides pharmaceutiquement acceptables. 

4- Utilisation d'un compost tel que d<§fini a la revendication 1 ou la 
revendication 2 pour la fabrication d'un medicament anticancereux. 

5 - Utilisation selon la revendication 4 dans laquelle les composes sont choisis 
parmi : 

la 5-bis(2-chloroethyl)amino-9H-quino[4,3,2de]t1 ,10]phenanthrolin-9-one, et 
la 5-(2-chloro6thyl)amino-9H-quino[4,3,2de][1,10]ph6nanthrolin-9-one, 

et leurs sels d'addition avec des acides pharmaceutiquement acceptables. 



6 - Composes de formule g£n6rale I 
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Formule I 



dans iaquelle : 

- X est choisi parmi Poxygene, le groupe =NH, le groupe -N-OH, 

- Ri est choisi parmi Phydrogene, les halogenes, le groupe nitro et les groupes 
5 -NR8R9 dans lesquels Rq et Rg sont choisis independamment Tun de Pautre 

parmi Phydrogene et les groupes alkyle (C1-C4) ; 

- R2 est choisi parmi Phydrogene, les halogenes, 

- R3 est choisi parmi Phydrogene, les halogenes, les groupes alkyle (C1-C4), 
les groupes alcoxy (C1-C6), un groupe guanidino, les groupes -NR10R11 dans 

10 lesquels R10 et R11 sont choisis, independamment Tun de Pautre, parmi 
PhydrogSne, les groupes alkyle (C1-C4), phenylalkyle (Cn-C^ et les groupes 
-(CH2)n-Y avec Y choisi parmi les halogenes et les groupes CN, -CH(0-Et)2, 

alcoxy(Ci-C 6 ), -0-(CH 2 )2-N(CH 3 )2, -N(CH 3 )2 et n = 1 a 3, 

- R4 est choisi parmi Phydrogene, les halogenes, le groupes nitro, et les 
15 groupes -NR12R13 dans lesquels R12 et R 13 sont choisis independamment Pun de 

Pautre parmi Phydrogene et les groupes alkyle (C1-C4) ; 

- R5, R6 et R7 sont choisis parmi : 

I'hydrogene, un atome d'halogene, 

les groupes alkyle en C1-C6, hydroxyle, alcoxy en C1-C6, -CHO, - 
20 COOH, -CN, -C0 2 R14. -CONHR14, -CONR14R15, les groupes -NHCOR14 et- 
NR14R15, dans lesquels R14 et R15 sont choisis independamment Pun de Pautre 
parmi Phydrogene, les groupes alkyle (C1-C6) et -CH2-CH 2 -N(CH3)2 t 
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les groupes -phenyl-CO-CH3 ou -phenyl-CO-CH=CH-N(CH3)2, 
morpholino, nitro, SO3H, 
les groupes : 

-CH2-N-COOR 16 . -Chi2-N-COOR 16t 
CH2-COOR 17 CI-b-Ar 

R16 et R17 etant choisis parmi les groupes alkyle en C1-C6 et Ar etant un 
groupe aryle en C6-C14, 

a {'exclusion des composes dans lesquels existe la combinaison X = O, et, ou 
bien R 1f R 2 , R3, R4, R 5 , R 6 , R 7 = H f ou blen R 1f R 3 , R4, R 5 , R 6 , R 7 = H et R 2 
= Br, ou bien R 1t R 2 , R4, R5. *6. R7 = H et R 3 = OCH 3 ,ou bien R-|, R 2 , R3, R4, 
R 6 , R 7 = H et R 5 = OH ou OCH 3 , ou bien R 1 = N0 2 et R 2 , R 3 , R 4 , R 5 , R 6> R 7 = 
H, 

et leurs sels d'addition avec des acides pharmaceutiquement acceptables. 
7 - Composes selon la revendication 6 qui sont : 

la 5-bis(2-chloroethyl)amino-9AV-quino[4,3,2de][1 ,1 OJphenanthrolin-9-one, et 
la 5-(2-chloroethyl)amino-9H-quino[4,3,2de][1,10]phenanthrolin-9-one, 

et leurs sels d'addition avec des acides pharmaceutiquement acceptables. 
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